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氮添加对樟子松人工林氮转化及
相关功能基因丰度的影响

刘鑫军１ꎬ 魏洪杰２

( １. 河北政法职业学院 生态工程系ꎬ 石家庄 ０５００６１ꎻ ２. 石家庄市城市水系园林中心ꎬ 石家庄 ０５００６１ )

摘　 要: 土壤氮(Ｎ)的有效性是影响土壤微生物群落结构以及土壤氮循环的重要因子ꎮ 为探索 Ｎ 添加对

樟子松人工林氮素转化及 Ｎ 功能基因(ＮＦＧｓ)表达的影响及其作用机制ꎬ该文以塞罕坝千层板林场的樟子

松人工林为研究对象ꎬ进行了 ２ 年的氮添加处理ꎬ设置 ４ 个不同氮添加水平 ０、１、５、１０ ｇ Ｎ􀅰ｍ ￣２􀅰ａ￣１ꎬ分别记

作 Ｎ０、Ｎ１、Ｎ５、Ｎ１０ꎬ采用功能基因微阵 ＧｅｏＣｈｉｐ ５.０ 系统及室内土壤培养法ꎬ探讨了土壤 ＮＦＧｓ 对氮添加的

反应及其对氮转化过程的影响ꎮ 结果表明:(１)与 Ｎ０ 相比ꎬ中低 Ｎ 添加处理(Ｎ１、Ｎ５)促进了氨化( ｕｒｅＣ、
ｎｉｒＡ、ｎｒｆＡ)、硝化(ａｍｏＡ)和反硝化(ｎｏｒＢ)相关基因的相对丰度ꎬ高 Ｎ 处理(Ｎ１０)则抑制了所有 ＮＦＧｓ 的表

达ꎮ (２)相关分析表明ꎬＮ１、Ｎ５ 的促进作用与土壤有机碳( ＳＯＣ)、硝态氮(ＮＯ３
－ ￣Ｎ)和微生物生物量碳

(ＭＢＣ)显著相关ꎬＮ１０ 处理显著降低了所有氮转化过程 ＮＦＧｓ 的相对丰度ꎬ这种负面影响与溶解性有机碳

(ＤＯＣ)、ＭＢＣ 含量的减少有关ꎮ (３)与氮转化基因丰度规律趋势相似ꎬＮ１ 和 Ｎ５ 处理显著增加了净 Ｎ 硝化、
净 Ｎ 矿化以及 Ｎ２Ｏ 的排放速率ꎬ但 Ｎ１０ 促进作用不明显ꎬ表明氮添加对氮转化的促进作用存在阈值ꎮ (４)
多元回归分析进一步表明ꎬａｍｏＡ￣ＡＯＢ 和 ＭＢＣ 是影响净 Ｎ 硝化的关键因素ꎬｕｒｅＣ、ｎｉｒＫ 和 ＭＢＣ 是影响净氮矿

化的关键因素ꎬｎａｒＧ、ｎｉｒＳ 是影响 Ｎ２Ｏ 排放的关键因素ꎮ 综上ꎬＮ 添加可提高促进樟子松人工林的氮转化及

提高部分特定酶功能基因的相对丰度ꎬ但氮添加水平存在阈值ꎬ当施用 １０ ｇ Ｎ􀅰ｍ ￣２􀅰ａ￣１时ꎬ氮转化受到抑

制ꎬ添加 ５ ｇ Ｎ􀅰ｍ ￣２􀅰ａ￣１是促进樟子松人工林土壤 Ｎ 转化的较佳水平ꎮ
关键词: 氮添加ꎬ 氮功能基因(ＮＦＧｓ)ꎬ 净氮转化ꎬ Ｎ２Ｏ 排放
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　 　 土壤氮(Ｎ)的有效性是影响陆地生态系统中

植物生长和土壤生物化学的重要因素(巨晓棠ꎬ
２０１４)ꎮ 全球 Ｎ 沉降正在改变土壤 Ｎ 有效性及影

响着生态系统土壤的 Ｎ 循环(廖珂等ꎬ２０２１ꎻ吴玉

凤等ꎬ２０１９)ꎬ包括 Ｎ 矿化、硝化以及 Ｎ２Ｏ 排放ꎬ这
可能导致陆地 Ｎ 供需失衡、面源污染以及温室气

体排放等环境问题(李海霞等ꎬ２０２１)ꎮ 土壤微生

物作用被认为是影响 Ｎ 循环过程的主要驱动力ꎬ
但关于 Ｎ 循环的微生物作用核心过程对 Ｎ 沉降的

响应以及与 Ｎ 转化的关系少有报道ꎮ
氮功能基因( ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓꎬＮＦＧｓ)可

直接编码关键酶从而影响氮循环过程ꎬ是表征氮

生物转化功能的直接指标(廖李容等ꎬ２０１９)ꎮ 以

往关于 ＮＦＧｓ 的研究主要集中于农业生态系统和

亚热带森林系统ꎮ 在农业生态系统中ꎬ研究发现

施氮对 Ｎ 固定基因( ｎｉｆＨ)丰度没有显著影响ꎬ但
增加了硝化基因(ａｍｏＡ)和反硝化基因( ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ、
ｎｏｓＺ)的相对丰度ꎬ其主要受氮形态和土壤 ｐＨ 调

控(Ｏｕｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 而在亚热带森林土壤

中ꎬＮ 添加降低了 ｎｉｆＨ 等 Ｎ 固定基因和 ａｍｏＡ 等反

硝化基因丰度ꎬ而增加了反硝化基因丰度( Ｔｉａｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 与亚热带森林和农业土壤相比ꎬ北方

寒温带森林土壤养分相对贫乏、氮输入低、降水量

少以及温度波动较大( Ｔｉａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ因此可

能形成不同的微生物群落结构从而对氮转化的影

响存在差异ꎮ 然而ꎬ目前关于氮添加对寒温带森

林土壤 ＮＦＧｓ 的影响却鲜有报道ꎮ
近几十年来ꎬ国内外学者在森林生态系统氮

的转化方面进行了一系列研究ꎬ初步揭示了氮添

加情况下非生物和生物因素对特定氮转化过程

(即硝化、矿化和 Ｎ２Ｏ 排放)的驱动机制(Ｃｈｅｌｓｅａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 在所有的 ＮＦＧｓ 中ꎬ影响硝化限速

步骤的 ａｍｏＡ 基因、影响反硝化第一步的 ｎａｒＧ 基

因以及影响限速步骤的 ｎｉｒ 基因通常被认为是控

制 Ｎ 转化的枢纽因子(Ｏｕｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻＣｈｅｌｓｅａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎬ且发现土壤有效磷、ｐＨ 以及溶解性

氮是影响 ＮＦＧｓ 丰度的主要因素ꎬ这表明土壤性质

和微生物功能在氮素转化中起着重要作用ꎬ即外

源氮添加可直接影响土壤性质、微生物群落结构ꎬ
并对 氮 转 化 过 程 产 生 深 远 影 响 ( Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)ꎮ 但二者在多大程度上作用于氮素转化过

程ꎬ以及影响氮素转化的主导因素尚不清楚ꎮ 因

此ꎬＮ 添加能否介导土壤 ＮＦＧｓ 表达ꎬ从而影响相

关 Ｎ 转化过程? 土壤 Ｎ 转化过程与 ＮＦＧｓ、土壤性

质三者间的相关关系如何? 这些问题都严重制约

着人们对樟树人工林土壤氮转化及其影响作用机
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制的认识ꎮ 本研究以河北省塞罕坝樟子松人造林

为研究对象ꎬ采用功能基因微阵 ＧｅｏＣｈｉｐ ５.０ 系统

及室内土壤培养法ꎬ通过分析不同氮添加水平对

土壤性质、ＮＦＧｓ 及其氮转化过程参数的影响ꎬ拟
探讨不同氮添加水平条件下 ＮＦＧｓ 和土壤性质对

樟子松人工林氮素转化的相对贡献以及影响相关

氮素转化过程的关键因素ꎬ以期为樟子松人工林

的氮肥管理提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 研究区概况

研究区地处大兴安岭山系与冀北山地交汇

处ꎬ位于河北省围场满族蒙古族自治县北部的塞

罕坝机械林场千层板林场内(１７°３９′４２″ Ｅ、４２°３５′
４５″ Ｎ)ꎮ 该 林 场 于 １９６２ 年 建 成ꎬ 人 工 林 面 积

２０ ０２９.８ ｈｍ２ꎬ是我国樟子松种群的主要人造林

区ꎬ林分密度 １ ３００ ~ １ ６００ 株ꎬ该人工林自建成以

来每 ８—１０ 年进行一次采伐及补种ꎮ 该区域属温

带大陆性半干旱半湿润气候区ꎬ全年气候冬季漫

长ꎬ低温寒冷ꎬ春秋季短暂ꎬ干燥多风ꎬ该区域的平

均环境氮沉降水平为 ３.３４ ｇ Ｎ􀅰ｍ ￣２􀅰ａ￣１ꎮ 试验区

海拔高度为 １ ４３２ ｍꎬ年均降水量为 ４５４.２ ｍｍꎬ年
均日照时数为 ２ ３６８. ８ ｈꎬ年均蒸发量为 １ ２４４. ９
ｍｍꎬ年均相对湿度为 ７５.３％ꎬ年均气温为－１.４ ℃ ꎮ
土壤类型主要为风沙土ꎬ主要成土母质为风积物、
残积物、堆积物ꎮ 林下灌木、草本稀疏ꎬ以瓣蕊唐

松草(Ｔｈａｌｉｃｔｒｕｍ ｐｅｔａｌｏｉｄｅｕｍ)、腺毛委陵菜(Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａ
ｌｏｎｇｉｆｏｌｉａ)、地榆(Ｓａｎｇｕｉｓｏｒｂａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ)、大披针薹草

(Ｃａｒｅｘ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ)为主ꎮ
１.２ 样地设置与样品采集

２０１８ 年 ３ 月选择树苗年限为 １２ 年的样点ꎬ设
置 ４ 个氮素处理ꎬ每个处理 ４ 个重复ꎬ共 １６ 个小

区ꎬ小区面积均为 ６ ｍ×６ ｍꎬ小区之间设置 ４ ｍ 的

缓冲带ꎮ 氮素以硝酸铵(ＮＨ４ＮＯ３)溶液的形式在

四个氮水平下添加:０(Ｎ０)ꎬ１(Ｎ１)ꎬ５(Ｎ５)和 １０
(Ｎ１０) ｇ Ｎ􀅰ｍ ￣２􀅰ａ￣１ꎬ与该地的自然氮沉降速率

(３.３４ ｇ Ｎ􀅰ｍ ￣２􀅰ａ￣１)相比ꎬＮ１ꎬＮ５ 和 Ｎ１０ 处理分

别代表了低、中和高氮沉降量ꎮ 每次施用将对应

ＮＨ４ＮＯ３稀释于 １０ Ｌ 蒸馏水中ꎬ在 ２０１８ 年 ６ 月至

２０２０ 年 ６ 月隔两个月施氮一次ꎬ施用时间均为月

初约早上 １０:３０ꎬ并保证该施用时间前后 １５ ｈ 无

下雨情况ꎬ试验期间共施 １２ 次ꎮ 对于 Ｎ０ 处理ꎬ采

用等体积的蒸馏水喷洒样地ꎬ施用时间及方式与

氮素添加处理相同ꎮ
２０２０ 年 ６ 月 ２０ 日(晴天)ꎬ使用不锈钢土壤螺

旋钻(长 ２０ ｃｍꎬ直径 ６ ｃｍ)从表土(０ ~ ２０ ｃｍ)收

集土壤样本ꎬ取样前去除表层凋落物ꎬ在每个样地

随机选取 ５ 个取土点土壤汇集成一个样本ꎬ保存

于无菌聚乙烯袋中ꎬ将样品快速储存含干冰的泡

沫箱ꎬ并快速运送到实验室ꎮ 所有土壤样本去除

残根、凋落物和砾石后分为 ３ 部分:第一部分保存

于 ４ ℃ꎬ用于测定微生物生物量和溶解营养物以

及培养实验ꎻ第二部分样品风干后进行土壤基础

理化分析ꎻ第三部分立即保存于－８０ ℃ 环境采用

功能基因微阵 ＧｅｏＣｈｉｐ ５. ０ 系统定量分析土壤

ＮＦＧｓ 相对丰度ꎮ
１.３ 样品分析

１.３.１ 土壤样品理化性质测定 　 土壤样品理化性

质测定参照鲍士旦(２０００)所述测定ꎮ 土壤 ｐＨ 值

测定:称取 １０.００ ｇ 风干土壤于 ５０ ｍＬ 烧杯中ꎬ加
入蒸馏水(水 ∶ 土 ＝ ２.５ ∶ １)ꎬ间歇搅拌 ３０ ｍｉｎꎬ静
置 １５ ｍｉｎ 后采用奥豪斯 ＳＴ３１００ / Ｆ 型 ｐＨ 计进行酸

碱值测定ꎮ 土壤有机碳( ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎꎬＳＯＣ)
测定:称取过 ０.１４９ ｍｍ 筛孔的风干土０.５００ ０ ｇ放
入 １５０ ｍＬ 三角瓶中ꎬ加入粉末状 ＡｇＮＯ３ ０.１０ ｇꎬ精
确加入 ０.８ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１重铬酸钾(Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７)溶液和浓

硫酸各 ５ ｍＬꎬ瓶口加盖小漏斗ꎬ置于 ２３０ ℃电砂浴

中加热 １５ ｍｉｎꎬ采用 ０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的硫酸亚铁溶液

还原滴定法测定 ＳＯＣ 含量ꎮ 总氮( ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬ
ＴＮ)测定:称取０.５００ ０ ｇ风干土壤放入凯氏瓶中ꎬ
加入适量蒸馏水湿润样品ꎬ加入 ８ ｍＬ 浓硫酸ꎬ在
通风橱中消解至淡蓝色ꎬ采用全自动凯氏定氮仪

(ＫＤＮ￣５２０ꎬ杭州绿博仪器有限公司)测定ꎮ 全磷

(ＴＰ)测定:称取 ０.２５ ｇ 风干土壤于镍坩埚ꎬ加入 ３
滴无水乙醇ꎬ在样品上平铺 ２ ｇ ＮａＯＨꎬ将坩埚放入

高温电炉 ４００ ℃、１５ ｍｉｎꎬ采用 ７５ ℃蒸馏水洗涤坩

埚并转移至 １００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ吸取消化的母液 ５
ｍＬ 至 ５０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ加入蒸馏水稀释至 ３０ ｍＬꎬ
加入二硝基酚 ３ 滴ꎬ加入钼锑抗显色剂 ５ ｍＬꎬ定容

至刻度ꎬ采用紫外分光光度计( Ｔ￣６Ｍꎬ上海菲勒仪

器有限公司)在 ７００ ｎｍ 处测定ꎮ 有效磷( ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎬＡＰ)的测定:称取 ０. ２５ ｇ 风干土样于

２００ ｍＬ 带瓶盖的塑料瓶中ꎬ加入 ５０ ｍＬ 的 ０. ５
ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＨＣＯ３ꎬ恒温(２５ ℃)振荡浸提 ３０ ｍｉｎꎬ
采用无磷滤纸过滤ꎬ吸取滤液 ５ ｍＬ 并加入钼酸铵
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使用液 ５ ｍＬ 和氯化亚锡试剂 １ 滴ꎬ显色 １５ ｍｉｎ 后

借助紫外分光光度计在 ６８０ ｎｍ 处测定ꎮ 土壤铵

态氮(ＮＨ４
＋ ￣Ｎ)和硝态氮(ＮＯ３

－ ￣Ｎ)测定:称取 ５.００
ｇ 风干土放入离心管中ꎬ加入 ２５ ｍＬ、２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的

ＫＣｌ 振荡浸提(１２０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１、２ ｈ)ꎬ振荡结束后高

速离心 ８ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１、１５ ｍｉｎꎬ静置后过滤ꎬ取两

份滤液ꎬ一份加入盐酸－乙二胺四乙酸二钠缓冲液

用于测定 ＮＯ３
－ ￣Ｎꎬ另一份加入苯酚钠－乙二胺四

乙酸二钠缓冲液用于测定 ＮＨ４
＋ ￣Ｎꎬ二者皆采用连

续流 动 分 析 仪 ( ＳｍａｒｔＣｈｅｍ ２００ꎬ ＡＭＳ / Ａｌｌｉａｎｃｅꎬ
Ｉｔａｌｙ) 测 定ꎮ 溶 解 性 有 机 碳 ( ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ
ｃａｒｂｏｎꎬＤＯＣ)测定:称取 ２０.０ ｇ 风干土样于带盖的

１５０ ｍＬ 塑料瓶中ꎬ加入 ６０ ｍＬ、５ ｇ􀅰Ｌ￣１偏磷酸钠ꎬ
以转速为 １２０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１往复振荡 １８ ｈꎬ振荡悬浮物

放置于 ６０ ℃环境下烘干 ４８ ｈꎬ借助 ＴＯＣ 自动分析

仪(ＴＯＣ￣ＬＣＰＨꎬＳｈｉｍａｄｚｕꎬＪａｐａｎ)测定 ＤＯＣꎮ 总溶

解性氮 ( ｔｏｔａｌ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬ ＴＤＮ) 测定:称取

５.００ ｇ 风干土于 ５０ ｍＬ 带盖的塑料瓶中ꎬ加入 ２５
ｍＬ、 １ ｍｏｌ􀅰 Ｌ￣１ 氯化钾溶液ꎬ以转速为 １８０ ｒ􀅰
ｍｉｎ￣１ꎬ往复振荡 １ ｈꎬ振荡悬浮物静置 １０ ｍｉｎ 后过滤

于 ５０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ取 ８ ｍＬ 滤液加入 １０ ｍＬ 过硫酸

钾氧化剂氧化 １５ ｍｉｎꎬ采用连续流动自动分析仪测

定 ＴＤＮ 浓度ꎮ 溶解性有机氮 ( ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ
ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬＤＯＮ)以 ＴＤＮ — (ＮＨ４

＋ ￣Ｎ ＋ ＮＯ３
－ ￣Ｎ)计算

(吉恒宽等ꎬ２０２０)ꎮ 称取 ４０％田间持水量的新鲜土

壤 ７０.０ ｇ 于 ８０ ｍＬ 的烧杯中ꎬ将烧杯放入真空干燥

器中ꎬ同时放入装满氯仿的同规格烧杯ꎬ采用熏蒸

抽真空装置抽为真空状态ꎬ在－０.０７ ＭＰａ 真空下使

氯仿剧烈沸腾 ５ ｍｉｎꎬ重复该步骤直至氯仿熏蒸完

全ꎻ将熏蒸土壤转移至塑料瓶中ꎬ加入 １００ ｍＬ、０.５
ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１硫酸钾溶液振荡(２５ ℃、３００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１)浸提

３０ ｍｉｎꎬ悬浮物过滤ꎬ取两份 １０ ｍＬ 滤液ꎬ一份加入

１０ ｍＬ 六偏磷酸钠溶液用于测定微生物生物量碳

(ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｃａｒｂｏｎꎬＭＢＣ)ꎬ另一份置于消煮

管中ꎬ加入 ５ ｍＬ 浓硫酸消化ꎬ回流 ３ ｈꎬ用于测定微

生物生物量氮(ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬＭＢＮ)ꎬ二
者均采用 ＴＯＣ 自动分析仪测定ꎮ
１.３.２ 土壤净氮转化和 Ｎ２Ｏ 排放速率测定 　 净氮

转化分为净氮硝化速率 ( Ｒｎ) 和净氮矿化速率

(Ｒｍ)ꎬ皆通过培养 １４ ｄ 的土壤样品测定ꎮ 简而言

之ꎬ每个样本采用 ４０.００ ｇ 土壤置于 ５００ ｍＬ 的聚

乙烯瓶(高 ８ ｃｍꎬ直径 ６ ｃｍ)中ꎬ保持 ６０％的土壤

含水率ꎬ在 ２５ ℃的恒温黑暗培养箱中预培养 ６ ｄꎬ

之后在相同的环境条件下正式培养 １４ ｄꎮ 在培养

的第 １、第 ７、第 １４ ｄ 分别对培养瓶进行土壤取样ꎬ
测定样品无机氮浓度ꎮ Ｒｎ 和 Ｒｍ(ｍｇ Ｎ ｋｇ￣１􀅰ｄ￣１)
计算参照王子龙(２０２１)的方法ꎬＲｎ(ｍｇ Ｎ ｋｇ￣１􀅰
ｄ￣１)＝ 培养后硝态氮(ＮＯ３

－ ￣Ｎ)含量 － 培养前硝态

氮(ＮＯ３
－ ￣Ｎ) 含量 /培养时间ꎮ Ｒｍ ( ｍｇ Ｎ ｋｇ￣１ 􀅰

ｄ￣１)＝ 培养后无机氮(ＮＨ４
＋ ￣Ｎ ＋ ＮＯ３

－ ￣Ｎ)含量－培
养前无机氮(ＮＨ４

＋ ￣Ｎ ＋ ＮＯ３
－ ￣Ｎ)含量 /培养时间ꎮ

通过平行培养实验测定 Ｎ２Ｏ 排放速率ꎮ 所有

的聚乙烯瓶都覆盖一层无菌透气的有机膜ꎬ以防

止水分流失和保持通气ꎮ 使用 Ｐｉｃａｒｒｏ Ｇ２５０８ 型气

体浓度分析仪(Ｐｉｃａｒｒｏ Ｇ２２０８ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ Ｐｉｃａｒｒｏ
Ｉｎｃ.ꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)在培养期的第 １、第 ３、第 ５、第 ７
和第 １４ 天测定 Ｎ２Ｏ 排放速率(马芬等ꎬ２０１５)ꎮ 在

测量 Ｎ２Ｏ 排放速率前密封乙烯培养罐 １２ ｈꎬＮ２Ｏ
排放速率(μｇ􀅰ｋｇ￣１􀅰ｄ￣１)通过 １２ ｈ 密闭期中 Ｎ２Ｏ
浓度的变化计算ꎮ
１.３. ３ 土 壤 微 生 物 ＮＦＧｓ 功 能 基 因 测 定 　 利用

ＧｅｏＣｈｉｐ ５.０ 功能微阵列系统对微生物 ＮＦＧｓ 的综

合序列进行测定分析ꎬ该系统是一个分析微生物

群落功能基因的高通量平台ꎮ ＧｅｏＣｈｉｐ ５. ０ 包含

Ｎ５７０００ 个寡核苷酸探针ꎬ覆盖了 Ｎ３７３ 基因家族

中１４４ ０００多个基因序列ꎬ可以检测比 ｑＰＣＲ 更广

泛的基因类型ꎬ现已用于不同的微生物功能和生

物地球化学过程(卢慧等ꎬ２０１８)ꎮ
将每个处理的土壤样品解冻后ꎬ称取 ０.５０ ｇ 土

壤样本中使用 ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ 试剂盒(ＭｏＢｉｏꎬＣａｒｌｓｂａｄꎬ
ＵＳＡ)进行 ＤＮＡ 提取ꎮ 各样点土壤取 ３ 组平行样

品ꎮ ＤＮＡ 纯度和数量分别使用分光光度计和截面

读取系统(ＦＬＵＯｓｔａｒ ＯＰＴＩＭＡꎬ ＢＭＧ Ｌａｂｔｅｃｈꎬ Ｊｅｎａꎬ
Ｇｅｒｍａｎｙ)检测ꎮ 将检测合格的 ＤＮＡ 样品进行荧光

标记、芯片杂交、芯片扫描与成像(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ
基因芯片实验每组皆进行 ３ 个重复ꎮ

基因芯片具体步骤如下ꎬ采用 Ｃｙ￣３ 荧光染料随

机引物标记ꎬ采用 ＱＩＡ 纯化试剂盒(ＱＩＡＧＥＮ ＱＵＩＣＫ
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔꎬ Ｒｏｃｈｅ ＮｉｍｂｌｅＧｅｎ Ｉｎｃꎬ ＵＳＡ)纯化荧

光标记后的 ＤＮＡꎬ并将标记成功的 ＤＮＡ 样品采用

干 燥 旋 转 仪 ( Ｓａｖａｎｔ ＳＶＣ２００ꎬ Ｔｈｅｒｍｏ Ｓａｖａｎｔꎬ
Ｈｏｌｂｒｏｏｋꎬ ＮＹꎬ ＵＳＡ)在 ４５ ℃ 条件下干燥 ４５ ｍｉｎꎮ
接着在标记浓缩后的 ＤＮＡ 样品加入 １２０ μＬ 杂交缓

冲液(４０％甲酰胺、０.１％十二烷基硫酸钠、１０ μｇ 未

标记的 ＤＮＡ、２×ＳＳＣ)ꎬ待完全溶解后 ９０ ℃ 变性 ５
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ｍｉｎꎬ５０ ℃保存 ３０ ｍｉｎꎬ在 ＭＡＵＩ 杂交平台 ４０ ℃进

行杂交 １６ ｈꎮ 采用 ＮｉｍｂｌｅＧｅｎ ＭＳ２００ 微阵列扫描仪

(Ｒｏｃｈｅ ＮｉｍｂｌｅＧｅｎꎬ Ｉｎｃ.ꎬ Ｍａｄｉｓｏｎꎬ ＷＩꎬ ＵＳＡ)对杂

交后的芯片在 ６３３ ｎｍ 上扫描微阵列ꎮ 扫描得到

的图像由 Ｉｍａｇｅｎｅ ６.０ 软件对扫描图像进行转换、
提取及信号强度标准化ꎮ

数据的标准化处理包括片间归一化和去假阳

性ꎮ 把各个样本光强总和调整为同一批次光强最

高样本水平ꎮ 去除信噪比小于 ２. ０ 的低质量点ꎮ
将信号值标准化ꎬ最后转化为自然对数数字信息

( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 上述 ＮＦＧｓ 功能基因分析委

托上海派森诺生物科技有限公司完成ꎮ
１.４ 数据处理

使用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２２. ０ 单因素方差分析 ( Ｏｎｅ￣
ｗａｙꎬ ＡＮＯＶＡ)和 Ｔｕｋｅｙｔｅｓｔ 多重比较检验评价氮添

加对土壤性状、基因相对丰度、ＮＦＧｓ 氮素转化率

的影响ꎬ利用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析检验土壤性质、
ＮＦＧｓ 丰度与氮素转化速率之间的关系ꎻ采用

Ｏｒｉｇｉｎ ８.５ 绘制图形ꎮ 所有结果均为 ４ 个重复的平

均数±标准差(ｘ±ｓ)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 氮添加对樟子松人工林土壤理化性质的影响

从图 １ 可知ꎬ连续两年的 Ｎ 添加显著改变了

部分土壤的理化性质ꎮ 从单个土壤指标来看ꎬ土
壤 ＮＯ３

－ ￣Ｎ 和 ＤＯＮ 浓度随着 Ｎ 添加水平的增加而

增加ꎬ皆以 Ｎ１０ 处理值最大ꎬ且显著大于 Ｎ０ 处理

(Ｐ<０.０５)ꎮ 随着氮添加水平的提高土壤 ＮＨ４
＋ ￣Ｎ

含量呈下降趋势ꎬ但各处理间均无显著差异ꎮ
ＳＯＣ、ＭＢＣ 以及 Ｃ / Ｎ 随着 Ｎ 添加水平的增加呈先

上升后下降的趋势ꎬ同时皆表现为 Ｎ５ 处理具有最

大值ꎻＤＯＣ 含量随着 Ｎ 添加水平的提高亦呈降低

趋势ꎬ以 Ｎ１ 处理值最大ꎮ 其他土壤性质中ꎬ各处

理的 ＭＢＮ、ＴＮ、ＴＰ、ＡＰ 和 ｐＨ 差距较小ꎬ处理间皆

均无显著差异ꎮ
２.２ 氮添加对樟子松人工林氮功能基因(ＮＦＧｓ)相
对丰度的影响

从图 ２ 可知ꎬＮ 的添加显著改变了部分 ＮＦＧｓ
的相对丰度ꎮ 就单个 ＮＦＧ 基因的相对丰度来看ꎬ
Ｎ 养分固定基因( ｎｉｆＨ) 和反硝化基因 ( ｎａｒＧ) 是

ＮＦＧｓ 丰度值最大的两个基因ꎬ分别占总丰度的

１６.６９％ ~１８.０３％和 １７.４２％ ~ １８.９８％ꎮ 同时ꎬ较未

施氮处理(Ｎ０)相比ꎬＮ１ 处理显著增加了参与硝化

过程的 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 和 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因(编码单氧化

铵酶)、参与反硝化作用的 ｎｏｒＢ 基因(编码亚硝酸

还原酶)、参与同化氮还原的 ｎｉｒＡ 基因(编码硝酸

还原酶)、参与异化氮还原的 ｎｒｆＡ 基因(编码硝酸

还原酶辅酶Ⅱ)的相对丰度ꎻＮ５ 处理显著增加了

参与氨化的 ｕｒｅＣ 基因 (编码脲酶)、 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ、
ｎｏｒＢ、ｎｉｒＡ 以及 ｎｒｆＡ 的相对丰度ꎮ 同样ꎬＮ１０ 处理

中ꎬ除了参与氨氧化物的 ｈｚｓａ 基因(编码谷氨酸合

酶)与其他处理无显著差异外ꎬ其余 ＮＦＧｓ 的相对

丰度皆显著下降ꎮ
２.３ 氮添加对樟子松人工林氮素转化过程 ＮＦＧｓ
总丰度的影响

由图 ３ 可知ꎬ就各氮素转化过程的 ＮＦＧｓ 总相

对丰度来看ꎬ微生物对氮素反硝化、固氮、氨化的

过程影响最大ꎬ三者丰度总和占总 ＮＦＧｓ 丰度的

７３.７％以上ꎮ 从试验处理丰度值来看ꎬ在反硝化、
固氮、氨化、厌氧氨氧化、硝化、同化氮还原及异化

氮还原 ７ 个氮素转化过程中ꎬ除厌氧氨氧化的 Ｎ１０
与 Ｎ０ 无显著差异外ꎬ其他各过程皆以 Ｎ１０ 处理显

著小于其他处理ꎬ且各处理氮素转化过程呈 Ｎ５>
Ｎ１>Ｎ０>Ｎ１０ 的趋势ꎬ且 Ｎ０ 与 Ｎ１ 之间均无显著

差异ꎮ
２.４ 氮添加对樟子松人工林 土壤净 Ｎ 硝化速率、
净 Ｎ 矿化和 Ｎ２Ｏ 排放速率的影响

由表 １ 可知ꎬ与 Ｎ０ 处理相比ꎬ两年的氮添加显

著增加了 Ｎ１ 和 Ｎ５ 净 Ｎ 硝化、净 Ｎ 矿化和 Ｎ２Ｏ 的

排放速率ꎬ三者在 Ｎ５ 处理时达到最大值ꎬ之后在

Ｎ１０ 处理时下降ꎬＮ１０ 处理与 Ｎ０ 处理均没有显著差

异ꎮ 与 Ｎ０ 处理相比ꎬ添加氮后净 Ｎ 硝化、矿化和

Ｎ２Ｏ的排放速率均有不程度提高ꎬ净 Ｎ 硝化率、矿化

和 Ｎ２Ｏ 排放速率在加入氮后分别增加了 １８.６２％ ~
５７.４１％、１０.９５％~４９.８８％和 １.６９％~２８.５５％ꎮ
２.５ 氮添加下樟子松人工林土壤氮转化 ＮＦＧｓ 丰
度与土壤因子的相关分析

从表 ２ 可知ꎬ１２ 个土壤理化性质指标与固氮、
氨化、硝化、反硝化等 ７ 个氮素转化指标的相关分

析中ꎬ土壤因子 ＴＮ、ＴＰ、ＮＯ３
－ ￣Ｎ、ＤＯＣ 中与某一氮

转化过程 ＮＦＧｓ 丰度存在显著相关性ꎬ其余土壤因

子与其任一氮转化过程 ＮＦＧｓ 丰度均无显著相关

性ꎮ 就 ＴＮ 而言ꎬＴＮ 与硝化、同化氮还原、异化氮

还原过程指标均呈显著正相关ꎮ ＴＰ 与异化氮还原

ＮＦＧｓ 丰度呈显著正相关ꎮ 在 ＮＯ３
－ ￣Ｎ 与 ＤＯＣ 的土
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不同小写字母表示不同处理间有显著性差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 氮添加对樟子松人工林土壤理化性质的影响
Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ｐｉｎｕｓ ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ ｖａｒ. ｍｏｎｇｏｌｉｃａ ｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

壤指标中ꎬＤＯＣ 与固氮、氨化、反硝化、同化氮还

原、异化氮还原呈显著正相关ꎬＮＯ３
－ ￣Ｎ 与固氮、氨

化、硝化、反硝化、同化氮还原、异化氮还原、厌氧

氨氧化的 ＮＦＧｓ 丰度皆呈显著正相关ꎮ
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表 １　 氮添加对樟子松人工林土壤净 Ｎ 硝化

速率、净 Ｎ 矿化率和 Ｎ２Ｏ 排放速率的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｎｅｔ Ｎ
ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ ｎｅｔ Ｎ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ Ｎ２Ｏ

ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ Ｐｉｎｕｓ ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ ｖａｒ. ｍｏｎｇｏｌｉｃａ ｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

净氮硝化速率
Ｎｅｔ Ｎ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ
(ｍｇ Ｎ􀅰
ｋｇ ￣１􀅰ｄ ￣１)

净氮矿化率
Ｎｅｔ Ｎ

ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ

(ｍｇ Ｎ􀅰
ｋｇ ￣１􀅰ｄ ￣１)

Ｎ２Ｏ 的
排放率
Ｎ２Ｏ

ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ
(μｇ Ｎ􀅰
ｋｇ ￣１􀅰ｄ ￣１)

Ｎ０ ０.３２±０.０５ｃ ０.４２±０.０５ｂ ５.０４±０.３４ｃ
Ｎ１ ０.４２±０.０４ａｂ ０.５４±０.０４ａ ５.６４±０.１３ａｂ
Ｎ５ ０.４７±０.０３ａ ０.５９±０.０５ａ ６.０６±０.２９ａ
Ｎ１０ ０.３８±０.０３ｂｃ ０.４６±０.０２ｂ ５.２７±０.４１ｂｃ

　 注: 不同小写字母表示不同处理间有显著性差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５) .

２.６ 土壤净 Ｎ 硝化速率、净 Ｎ 矿化和 Ｎ２Ｏ 排放速

率与 ＮＦＧｓ、土壤性质的相关分析
由表 ３ 可见ꎬ相关系数表明净氮硝化速率

(Ｒｎ)、净氮矿化率(Ｒｍ)和 Ｎ２Ｏ 排放速率(Ｒｅ)与

部分 ＮＦＧｓ 的相对丰度和土壤性质指标密切相关ꎮ
整体来看ꎬＲｎ 与 ＵｒｅＣ、ＡｍｏＡ￣ＡＯＢ、ｎｉｒＡ、ｎｒｆＡ 的相

对丰度以及土壤 ＳＯＣ、ＮＯ３
－ ￣Ｎ、ＭＢＣ、ＭＢＣ 含量呈

显著正相关ꎬ其中 ＭＢＣ 和 ＳＯＣ 与 Ｒｎ 的相关性较

强ꎮ 净氮 矿 化 率 ( Ｒｍ) 与 参 与 氮 循 环 过 程 的

ＮＦＧｓꎬ如 ｕｒｅＣ、 ｇｄｈ、 ｎｉｆＨ、 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ、 ｎａｒＧ、 ｎｉｒＫ、
ｎｏｒＢ、ｎｉｒＡ、ｎｒｆＡ 以及土壤 ＳＯＣ、ＭＢＣ 含量呈显著正

相关ꎬ但与 ＭＢＣ 含量和 ｎｒｆＡ 的相关性比与其他因

素的相关性更密切ꎮ Ｒｅ 与除 ａｍｏＡＡＯＡ 和 ｈａｏ 基

因无明显相关关系外ꎬ与其他所有硝化和反硝化

图 ２　 氮添加对樟子松人工林氮功能基因(ＮＦＧｓ)相对丰度的影响
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｇｅｎｅｓ (ＮＦＧｓ) ｉｎ Ｐｉｎｕｓ ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ ｖａｒ. ｍｏｎｇｏｌｉｃａ ｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
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图 ３　 氮添加对樟子松人工林各氮转化过程
ＮＦＧｓ 相对丰度的影响

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ
ｏｆ ＮＦＧｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ

Ｐｉｎｕｓ ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ ｖａｒ. ｍｏｎｇｏｌｉｃａ ｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

基因相对丰度均呈极显著相关ꎬ与土壤 ＳＯＣ、ＭＢＣ
含量呈极显著正相关ꎬ其中 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ、ｎａｒＧ 与 Ｒｅ
更密切ꎮ
２.７ 土壤净氮转化和 Ｎ２Ｏ 排放速率与 ＮＦＧｓ、土壤

性质的回归分析
由表 ４ 可见ꎬ基于逐步多元回归分析表明ꎬ

ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 相对丰度和土壤 ＭＢＣ 含量是影响净 Ｎ
硝化速率(Ｒｎ)的主导因子ꎬ回归分析的决定系数

(Ｒ２)值为 ０.６４(Ｐ<０.００１)ꎮ ｕｒｅＣ、ｎｉｒＫ 相对丰度和

土壤 ＭＢＣ 含量是影响净 Ｎ 矿化率(Ｒｍ)的主导因

子ꎬ回归分析的 Ｒ２值为 ０.７５(Ｐ<０.００１)ꎻｎａｒＧ 相对

丰度和 ｎｉｒＳ 相对丰度是影响 Ｎ２Ｏ 排放速率(Ｒｅ)的
主导因子ꎬ回归分析的 Ｒ２值为 ０.６９(Ｐ<０.００１)ꎮ

３　 讨论

适量的氮(Ｎ)添加可以缓解生态系统中的氮

素限制ꎬ为微生物的生长和基础代谢提供底物和

能量ꎬ从而激发土壤养分有效性、提高微生物的功

能活性(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 本研究地点位于塞罕坝

人工林场ꎬ该区域已被证实氮储备较低(任艳林ꎬ
２０１２)ꎬ因此 Ｎ 添加可能对该区域的养分底物有效

性产生影响ꎮ 本研究中ꎬ不同氮水平对不同指标

影响不一ꎬ随着氮素添加水平的提高ꎬ土壤 ＳＯＣ、
ＭＢＣ、ＤＯＣ 则呈先上升后下降的趋势ꎬ当土壤由于

过量添加 Ｎ 而使土壤 Ｎ 饱和时ꎬ土壤养分的分配

可能会因此受到影响而降低ꎬ即 Ｎ 添加水平存在

一定阈值ꎮ 在为期 ２ 年的试验中ꎬ各处理的土壤

ｐＨ 为 ７.６２ ~ ７.７６ꎬ处理间无明显差异ꎬ且与 ＮＦＧｓ
的相对丰度没有表现出显著的相关性ꎬ说明本研

究中土壤 ｐＨ 对 ＮＦＧｓ 影响较弱ꎮ 这可能是由于土

壤具有较高的缓冲能力(江军等ꎬ２０１９)或与其他

微生物的共同作用(例如丛枝菌根菌丝作用)的结

果(曹本福等ꎬ２０２１)ꎻ此外ꎬ在 ＴＮ、ＴＰ、ＡＰ、ＭＢＮ
中各处理亦无明显差异ꎬ这可能是因为 ２ 年的氮

添加试验时间较短ꎬ不能对其土壤肥力产生全面

质变影响的缘故(Ｏｕｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ
在本研究中ꎬ基于 ＧｅｏＣｈｉｐ ５.０ 微阵列系统探

索了参与氮转化过程关键基因的相对丰度ꎬ结果

表明:中低 Ｎ 添加处理(Ｎ１、Ｎ５)对所有 ＮＦＧｓ 皆表

现出一定的促进作用ꎬ尤其体现在氨化、硝化和反

硝化相关基因ꎬ而高 Ｎ 添加(Ｎ１０)显著降低了所

有 ＮＦＧｓ 的相对丰度ꎮ
在氨化循环的相关基因中ꎬＮ１ 和 Ｎ５ 处理中

的 ｕｒｅＣ 相对丰度显著增加ꎬ同时在 Ｎ５ 处理达到峰

值ꎬ在 Ｎ１０ 显著下降ꎬ且谷氨酰胺合成基因( ｇｄｈ)
和厌氧氨氧化基因(ｈｚｓａ)丰度保持不变ꎬ这反映了

氮素在达到饱和临界状态从而向矿化转化的趋势

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 此外ꎬ本研究发现在 Ｎ１ 和

Ｎ５ 处理下的 ｎｉｆＨ 没有明显增加ꎬ这与前人的研究

结果一致ꎬ即施氮对 ｎｉｆＨ 的相对丰度没有影响

(Ｂｅｒｔｈｒｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 这可能是由于在环境中

获得的 Ｎ 为有效态(ＮＨ４
＋ ￣Ｎ、ＮＯ３

－ ￣Ｎ)ꎬ因此不需

要额外的能量代谢投入(Ｚｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ
在参与硝化过程的相关基因中ꎬ氮添加处理

(Ｎ１、Ｎ５)显著增加了 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 和 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 的

相对丰度ꎬ这与 Ｓｚｕｋｉｃｓ(２０１２)在温带森林中的研

究结果趋于一致ꎬ这意味着区域气候影响不是主

导硝化作用的主要驱动因子ꎮ 此外ꎬ本研究发现

硝化过程的总基因丰度与土壤 ＴＮ、ＮＯ３
－ ￣Ｎ 呈显著

正相关(表 ２)ꎬ表明 Ｎ 添加引起的土壤 Ｎ 含量增

加可提高硝化基因丰度ꎮ 值得注意的是ꎬ在所有

处理中 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 的丰度皆明显高于 ａｍｏＡ￣ＡＯＢꎮ
前人研究表明 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 受具有核糖体的功能微

生物所介导ꎬ因此在营养丰富的环境或适量增加 Ｎ
情况下其相对丰度较高ꎮ 而 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 与铵具有

较高的亲和力ꎬ对氮限制或氮饱和环境具有更好

的耐受性(Ｏｕｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 因此ꎬ研究区域

中 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 在丰度数值上比 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 更大ꎬ 同

４８０１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



表 ２　 氮添加下樟子松人工林土壤氮转化功能基因丰度与土壤因子的相关分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ

Ｐｉｎｕｓ ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ ｖａｒ. ｍｏｎｇｏｌｉｃａ ｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ

土壤因子
Ｓｏｉｌ ｆａｃｔｏｒ

固氮基因
丰度

Ｎ ｆｉａｘｉｏｎ ｇｅｎｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅ

氨化基因
丰度

Ａｍｍｏｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｇｅｎｅ

ａｂｕｎｄａｎｃｅ

硝化基因
丰度

Ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｇｅｎｅ

ａｂｕｎｄａｎｃｅ

反硝化基因
丰度

Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｇｅｎｅ

ａｂｕｎｄａｎｃｅ

同化氮还原
基因丰度

Ａｓｓｉｍｉｌａｔｏｒｙ Ｎ
ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｇｅｎｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅ

异化氮还原
基因丰度

Ｄｉｓｓｉｍｉｌａｔｏｒｙ Ｎ
ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｇｅｎｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅ

厌氧氨氧化
基因丰度

Ａｎａｍｍｏｘ ｇｅｎｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅ

氮功能基因
总丰度
Ｔｏｔａｌ

ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｇｅｎｅ

ＳＯＣ ０.４９ ０.２５ ０.４８ ０.４５ ０.４１ ０.４３ ０.４９ ０.４５
ＴＮ ０.２４ ０.４７ ０.８１� ０.３５ ０.８３� ０.７７� ０.２４ ０.３３
Ｃ / Ｎ ０.４４ ０.５０ ０.４６ ０.４３ ０.４０ ０.３２ ０.４６ ０.４３
ＴＰ ０.１３ ０.４９ ０.３０ ０.１７ ０.０９ ０.８３� ０.２６ ０.１７

ＮＯ３
－ ￣Ｎ ０.６２� ０.７３� ０.７７� ０.８０� ０.８２� ０.８０� ０.７９� ０.８２�

ＮＨ４
＋ ￣Ｎ ０.５１ ０.６３ ０.４４ ０.５ ０.５７ ０.５４ ０.４６ ０.５３

ＡＰ －０.５１ －０.６２ －０.４６ －０.３５ －０.４４ －０.３５ －０.３８ －０.３６
ＤＯＣ ０.７５� ０.７４� ０.３６ ０.７４� ０.７４� ０.７３� ０.２７ ０.７６�
ＤＯＮ －０.１９ －０.２１ －０.４５ －０.２３ －０.４７ －０.２６ －０.３３ －０.１６
ＭＢＣ ０.２７ ０.５３ ０.５４ ０.６１ ０.５７ ０.６０ ０.２６ ０.２１
ＭＢＮ －０.２１ －０.４８ －０.４６ －０.３９ －０.３８ －０.５８ －０.５３ －０.４７
ｐＨ ０.２２ ０.０９ ０.３２ ０.２５ ０.１７ ０.２６ ０.２９ ０.２２

　 注: �ꎬ ��分别表示在 ０.０５ 和 ０.０１ 水平显著和极显著相关ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: �ꎬ �� ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｎｄ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ａｔ ０.０５ ａｎｄ ０.０１ ｌｅｖｅｌｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ３　 氮添加下樟子松人工林土壤净 Ｎ 硝化速率、净 Ｎ 矿化率

以及 Ｎ２Ｏ 排放速率与 ＮＦＧｓ 相对丰度及土壤因子的关系
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｎｅｔ Ｎ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ ｎｅｔ Ｎ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ

ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＮＦＧｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｆａｃｔｏｒ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｉｎ Ｐｉｎｕｓ ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ ｖａｒ. ｍｏｎｇｏｌｉｃａ ｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

氮转化过程
Ｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｐｒｏｃｅｓｓ

氨化
Ａｍｍｏｎｉ￣
ｆｉｃａｔｉｏｎ

ｕｒｅＣ ｇｄｈ

固氮
Ｎ

ｆｉｘａｔｉｏｎ

ｎｉｆＨ

硝化
Ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ａｍｏＡ￣
ＡＯＡ

ａｍｏＡ￣
ＡＯＢ ｈａｏ

反硝化
Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｎａｒＧ ｎｉｒＫ ｎｉｒＳ ｎｏｒＢ ｎｏｓＺ

同化氮还原
Ａｓｓｉｍｉｌａｔｏｒｙ Ｎ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ

ｎａｒＢ ｎａｓＡ ｎｉｒＡ ｎｉｒＢ

异化氮还原
Ｄｉｓｓｉｍｉｌａｔｏｒｙ
Ｎ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ

ｎａｐＡ ｎｒｆＡ

土壤因子
Ｓｏｉｌ ｆａｃｔｏｒ

ＳＯＣ ＴＮ ＮＯ３
－￣Ｎ ＮＯ４

＋￣Ｎ ＤＯＣ ＤＯＮ ＭＢＣ ＭＢＮ

Ｒｎ ０.５０� ０.４９ ０.４８ ０.２１ ０.５４� ０.３６ ０.４５ ０.４５ ０.４１ ０.４９ ０.４２ ０.２７ ０.４３ ０.５５� ０.２８ ０.３７ ０.５５� ０.５６� ０.１８ ０.５０� ０.２１ －０.０６ ０.２３ ０.７２� －０.０９

Ｒｍ ０.５７� ０.５７� ０.５６� ０.２８ ０.６０� ０.４３ ０.５６� ０.５２� ０.４９ ０.５６� ０.４９ ０.３６ ０.５０ ０.６１� ０.３７ ０.４５ ０.６２� ０.５６� ０.１１ ０.４０ ０.１３ －０.０２ ０.１０ ０.６９� －０.１４

Ｒｅ — — — ０.２８ ０.５９� ０.３９ ０.５７� ０.５３� ０.５１� ０.５６� ０.５２� — — — — — — ０.５５� ０.１８ ０.３３ ０.１８ ０.１１ ０.３１ ０.５７� ０.１７

表 ４　 ＮＦＧｓ、土壤因子与净 Ｎ 硝化速率ꎬ净 Ｎ 矿化率

和 Ｎ２Ｏ 排放速率的逐步多元回归分析
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｔｅｐｗｉｓｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＦＧｓꎬ

ｓｏｉｌ ｆａｃｔｏｒ ａｎｄ ｎｅｔ Ｎ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ ｎｅｔ
Ｎ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ

氮转化过程
Ｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｐｒｏｃｅｓｓ

方程式
Ｍｏｄｅｌ Ｒ２ Ｐ

Ｒｎ Ｙ＝ ０.０２７６ａｍｏＡ￣ＡＯＢ＋０.００１ＭＢＣ－
０.２３５ ０.６４ <０.００１

Ｒｍ Ｙ＝ ０.００７ｕｒｅＣ－０.００２ｎｉｒＫ＋０.０００５
ＭＢＣ－０.７４６ ０.７５ <０.００１

Ｒｅ Ｙ＝０.０７０８ｎａｒＧ＋０.０６６ｎｉｒＳ－２２.７２６ ０.６９ <０.００１

时 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 对 Ｎ 的增加反应更敏感ꎬ这与农业土

壤中的观测结果相似(宋延静等ꎬ２０２０)ꎮ
在反硝化的相关功能基因中ꎬＮ１ 和 Ｎ５ 处理显

著增加了 ｎｏｒＢ 的相对丰度ꎬ但其他反硝化基因的相

对丰度几乎不变ꎬ本研究结果与前人在森林系统中

得到的研究结果不同ꎮ 前人研究表明 ｎａｒＧ、ｎｉｒＫ 和

ｎｉｒＳ 丰度随着 Ｎ 添加的增加而大幅度提升ꎬｎｏｒＢ 和

ｎｏｓＺ 对 Ｎ 添加不敏感(Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 两者研

究结果不同的原因可能与反硝化作用的步骤顺序

有关ꎬ硝酸盐是反硝化的起始底物ꎬ其浓度的变化

显著影响 ｎａｒＧ 的表达ꎻ随着反硝化的进行ꎬ由于植

物吸收或 Ｎ 发生气态流失使得硝酸盐浓度降低(刘
躲等ꎬ２０２０)ꎬ因此可能会弱化 Ｎ 添加对 ｎｏｒＢ 和

ｎｏｓＺ 的影响(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 此外ꎬ在本研究

中ꎬ反硝化基因的相对丰度与 ＮＯ３
－ ￣Ｎ、ＤＯＣ 呈显著

正相关ꎬ这与 Ｗａｎｇ 等(２０１７)研究结论的 ｎａｒＧ 和

ｎａｐＡ 相对丰度与 ＳＯＣ、ＮＯ３
－ ￣Ｎ 含量呈正相关的结

果趋于一致ꎮ 这可能是参与反硝化作用的微生物
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大多是异养型ꎬ因而更多的依赖于有机物ꎮ
土壤氮素转化过程主要表现为硝化、矿化和

Ｎ２Ｏ排放ꎬ是表征氮素供给及氮损失的重要表征(林
伟等ꎬ２０２０)ꎮ 本研究发现ꎬ中、低 Ｎ 添加显著提高

了净氮硝化速率(Ｒｎ)、净氮矿化率(Ｒｍ)和 Ｎ２Ｏ 排

放速率(Ｒｅ)ꎬ但在高 Ｎ 处理(Ｎ１０)中上述指标均有

所下降ꎮ Ｒｎ 和 Ｒｍ 是反映土壤无机氮库净变化的

直接指标ꎬ是有机物质分解、矿化、硝化和固定过程

相互作用的重要表现(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 本研究

发现 Ｒｎ 与相关 Ｎ 转化过程的核心基因显著相关ꎮ
逐步回归多元分析表明ꎬａｍｏＡ￣ＡＯＢ 的相对丰度和

ＭＢＣ 含量是影响 Ｒｎ 的关键因素ꎬ且相关性分析表

明 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 与 Ｒｎ 之间具有显著相关性ꎬ因此

ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 可能是半干旱人工林生态系统中驱动土

壤硝化的主要基因(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻＴａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ 此外ꎬ逐步回归多元分析显示ꎬｕｒｅＣ、ｎｉｒＫ 丰

度和 ＭＢＣ 含量是影响 Ｒｍ 的重要参数ꎬ表明 Ｒｍ 与

有机氮矿化和反硝化过程密切相关ꎮ 同理ꎬＲｅ 与参

与硝化和反硝化过程的 ＮＦＧｓ 显著相关ꎬＲｅ 与反硝

化途径基因 ｎａｒＧ 和 ｎｉｒＳ 密切相关ꎬ表明反硝化是温

带森林土壤中 Ｎ２Ｏ 释放的主要途径ꎬ而 ｎａｒＧ、ｎｉｒＳ
与 Ｒｅ 显著正相关ꎬ这意味着 ｎｉｒＳ 丰度可作为估算

Ｒｅ 排放的有效参数(Ｆｌａａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ

４　 结论

本研究表明ꎬ中、低氮添加水平 ( １、５ ｇ Ｎ􀅰
ｍ ￣２􀅰ａ￣１)对氮功能基因(ＮＦＧｓ)的总相对丰度没有

显著影响ꎬ但增加了氨化、硝化和反硝化等特定基

因的相对丰度ꎮ 高 Ｎ 添加处理(Ｎ１０)中ꎬ所有氮

转化过程的 ＮＦＧｓ 相对丰度皆显著降低ꎮ 这些影

响主要与土壤 Ｃ、Ｎ 养分指标(ＳＯＣ、ＮＯ３
－ ￣Ｎ、ＤＯＮ)

的变化有关ꎬ而与 ｐＨ 无关ꎮ 相关分析表明ꎬ上述

促进作用与土壤 ＳＯＣ、ＮＯ３
－ ￣Ｎ 和 ＭＢＣ 显著相关ꎮ

Ｎ１０ 处理显著降低了所有氮转化过程 ＮＦＧｓ 的相

对丰度ꎬ这种负面影响与 ＤＯＣ、ＭＢＣ 含量的减少有

关ꎮ 与氮转化基因丰度规律趋势相似ꎬＮ１ 和 Ｎ５
处理显著增加了净 Ｎ 硝化、净 Ｎ 矿化以及 Ｎ２Ｏ 的

排放速率ꎬ但 Ｎ１０ 促进作用不明显ꎬ表明氮添加对

氮转化的促进作用存在阈值ꎮ 此外ꎬ逐步多元回

归分析表明ꎬａｍｏＡ￣ＡＯＢ 的相对丰度和 ＭＢＣ 含量

可作为净 Ｎ 硝化率的关键预测指标ꎻｕｒｅＣ、ｎｉｒＫ 的

相对丰度与 ＭＢＣ 含量可作为净氮矿化率的关键

预测指标ꎻ而 ｎａｒＧ、ｎｉｒＳ 的相对丰度可作为 Ｎ２Ｏ 排

放速率的关键预测指标ꎮ 本研究结果为樟子松人

工林的氮肥管理提供了理论依据ꎮ
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